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Constitue objelo do presente trabalho o relato de observações 
sobre o cielo evolulivo do Phlebotomus whitmant Antunes e Coulinho, 
1939 em condições experimentais., Esta espécie, que apresenta uma 
8raude incidência nas zonas de alta endemicidade da leishmaniose 
Culineo-inneosa no nosso Estado, é muito antropófila €, segundo ve- 
“ificacdes inéditas do Dn. J. O. CouTintro, é possivel vetora do pars- 
Sita daquela moléstia. 


| Para a obtenção de culturas désle flebôtomo em laboratório par- 
Hinos de ovos postos por fêmeas capturadas em Vila Queiroz, Pom- 
Deis, Alfredo de Caslilho e Presidente Prudente e empregámos o pro- 
Cesso descrito no estudarmos à biologia do Phlebotomus intermedius 
u condições experimentais (BARRETTO, 1910), processo êste que, 
" nosso ver, é o único que permite uma criação selecionada das 
Múltiplas espécies que constituem a nossa fauna flebolômica. 

Na criação de flebotomos em larga eseala com o fim de fornecer 
Cxemplares para experiências de transmissão da Leishmania brasi- 


(o) Trabalho da Comissão de Estudos da Leishmaniose do 
Estado de São Paulo realizado no Departamento de Parasitologia da 
cdculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e apresentado 
À sessão de 25-X1-40 da Semana de Higiene e Moléstias Tropicais € 
Mectuosas da Associnção Paulista de Medicina, 
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liensis usamos uma ligeira modificação do processo preconizado por 
ROUBAUD c COLAS-BELCOUR (1927). Esta técuica consiste no se- 
guinte: 20 a 30 fêmeas alimentadas, misturadas ou não com machos, 
são encerradas em uma alonga de vidro cuja extremidade superior é 
fechada com um pedaço de musseline ou de gasc e cuja extremidade 
inferior é aplicada n um bloco de gésso com uma escavação no cen- 
tro. Este é recoberto com uma quantidade de meio de cultura su- 
liciente para alimentar as larvas até a fase pupal e repousa sôbre 
aveia húmida. O sistema € mantido, no escuro, à temperatura de labo- 
ratório ou em estufa a 25-27°C, e basta adicionar diariamente um 
pouco de água à arcia para que a humidade da cultura se mantenha 
em condições ótimas. Os flebdtonios, a medida da cclosão são removi- 
dos da alonga com um capturador de Castro (BARRETTO e COU- 


TINHO, 1940). 


O Phlebotomus whitmani é uma espécie que se cria facilmente 
em laboratório. As suas larvas se comportam de maneira semelhante 
às do Phlebolomus intermedius em condições experimentais (BAR- 
RETO, 1940), As culturas são, porém, mais ricas e as larvas dotadas 
de maior atividade, particularmente no 3.º e no 4.º estádio, 

Trabalhando com 23 culturas em placas de Petri, obtidas de pos- 
turas isoladas e mantidas em diferentes condições de temperatura € 
humidade, obscrvâmos para duração das diversas fases do ciclo evo- 
lutivo do Phlebotomus whitmani os resultados abaixo relatados: 


Periodos minimos de incubação dos ovos 7 — 17 dias. 
Periodos larvais minimos à 4600000000 19 — st ” 
ETTC A MINOR à o oosooosoosos A = 7 


eee meme 


Total RR e aS 


Influência da humidade. — Investigando a influência da humi- 
dade sôbre o ciclo evolutivo do flebótomo verificimos que os ovos € 
as larvas necessitam, para que a evolução se processe sem interrupção 
de um alto teor de humidade. Assim, colocados em recipientes secos 
os ovos murchain, tanto mais rapidamente quanto mais alta é a tem- 
peratura, mas sempre em prazo de tempo muito curto, e não eclodem. 
lim papel de filtro saturado de humidade cvoluem normalmente, de- 
pendendo a duração do periodo de incubação da temperatura em que 
se opera, como veremos adiante. Uma humidade excessiva, condicio- 
nando a formação de films líquidos sôbre os ovos prejudica a sua 
eclosão, Na água os ovos não eclodem. 
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Do mesmo modo, as larvas jovens necessitam de um grau de hu- 
midade do meio próximo do ponlo de saturação correspondente ù 
Jemperalura da experiência. Em presença de humidade excessiva que 
permita a formação de peliculas líquidas a vilalidade das larvas é 
grandemente prejudicada e na água clas morrem., E exigência de lu 
midade por parte das larvas mais evoluidas e menor, podendo as em 
4,9 estádio viver em graus de Inunidade relativamenlo afastados do 
limite de saturação, embora islo lhes seja prejudicial ao normal de- 
senvolvimenlo. Mas, ainda aqui, uma humidade excessiva tem sempre 
efeito nocivo. 

As pupas exigem pouca humidade, evoluindo normalmenle em 
recipienles apenas com ar saturado de humidade. 


Inflnência da temperatura, — A evolução dos flcholomos em cul- 
luras está na estrita dependéneia da Jemperatura, 


1) — Periodo de incubação dos ovos. Para verificar a influci- 
cia da temperatura sôbre a evolução dos ovos tomämos diversas bate- 
ladas de ovos, colocâmos em placas de Petri forradas com papel 
húmido ¢ submetemó-las a diferentes lempcraturas. 


a) Conservados em estufa a 37°C durante 6-12 horus os ovos 
já não mais eclodiram. 


b) Após permanência em eslnfa a 30°C duranle cérea de 
9J] horas nenhum ovo deu saida a larva. 


ce) Em eslufa a 25-27°C grande número de ovos (83,7%) 


celodiram deutro de 7-8 dias. 
Conservados à tenmperatnra do laboratório que, durante 
us experiências (19-4-40 a 5-5-40) variou entre 19.5 — 
22 90C (minimas) e 20,5 — 2: 22°C (miximas) os ovos 
celodiram ao fim de 12-13 dias. 
Mantidos em ambiente refrigerado por evaporação de 
agua (17,1 — 20,2°C) os ovos apresentaram um periodo 
de incubação de 17 dias. 

f) Enfim, colocados na geladeira a 4°C os ovos não celo- 
diram até o 60° dia. 


2) — Periodo larval, Em nossas experiências pudemos verificar 
“aue a temperalura mais favorável para o desenvolvimenlo das larvas 
é 25-270C. Nesta Iemperalura a duração minima do periodo larval 
foi de 19 dias. 

Em temperaturas superiores a 27° a morlalidade das larvas é 
Brande, embora se possa obter, por vezes, um desenvolvimenlo mais 
Tápido nas fases mais evoluidas do cielo larval. A 30°C as larvas mor- 
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rem sistemáticamente uo fim de wn lapso de tempo mais ou menos 
curto. 

Em temperaluras pouco inferiores a 25-27°C à evolução das lar- 
vas se dá normalmente, mas a duração do periodo larval é umior. 
Assim, manlendo culturas à lemperalura do lahorulério, que’ variou 
entre 21,0 — 22,80C (minimas) e 22,5 — 24,590 Quáximas), obser- 
viunos, para duração minimu do periodo larval, 25-30 dias. 

A medida que a lemperatura se abaixa, a duração da fase larval 
se alonga e a 17,1 — 20,2°C ela ja é de 40-45 dios. À 4 — 6°C obser- 
unos uma parada completa do desenvolvimento das larvas, posto 
que clas possam resislir a essa temperatura por alguns dias, readqui- 
rindo sua atividade desde que sejam colocadas em condições Iérmi- 
"as fuvoríveis. 


3) Perioda pupal. Embora possamos obter a celosão de adul- 
tos a 30°C cerlo uímevo de pupas morre a essa temperatura, princi- 
palmente quando a ela sia submetidas logo depois de emergirem da 
larva, A 37°C nimla conseguimos observar n celosãa de adultos quan- 
do as pupas são coloendas na estufa na iminência de dar nascimento 
à imnagem, 

Mas, a lemperalura mais favorável para a evolução das pupas t 
de 25 — 27°C, Neslas condições a duração minima do periodo pupal 
& de 7 — 8 dias. 

Temperaturas inferiores a estas rclardam a evolução da pupa. 
A 4 — GOC nunes observainos a celosão de um ululto embora as pupas 
possam resistir a essa temperatura C dar nascimento à imagem quando 
recolocalas em melhores condições térmicas. 

Em resumo, a temperatura mais favorável para o desenvolvi- 
mento do Phlebotomns whitmani do ovo a adulto è 25 — 27°C; lent 
peraturas wais elevadas são mais ou menos nocivas e lemperaluras 
inferiores dilatom a duração do ciclo evolutivo, 

Damos abaixo os protocolos de três culturas maulidas respecti- 
vamente a 25 27°C (estufa), n 21 24,5°C (lemperalurus do la- 
horalório entre 31-1-40 e 15-3-10) c a 17,1 20,2°C (temperaluras 
oblidas por evaporação de agua). 


N.º da femen: 265. 3 

Espécie: P. whilmani. 

Data da caplura: 27-1-10, 

Local da captura; Alfredo de Castilho, 
Sem GAO, 

Alimentação cu cão em 27-[-40, 
Oviposicäo: 1-11-40, 

N.º ile ovos: 24, 
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Meio de cultura; liwo e ferra. 
Kclosio: 8-11-40. 
1,8 muda (2.º estádio): 13-11-40 a 14-11-40 
2a v (lane 7 ): 17-11-40 a 21-11-40 
ga y (C0 ): 21-11-40 a 26-11-40 (16 larvas) 
ie 8 ( uinfose ): 27-11-40 a G-111-10 (15 pupas) 
Emergência dos primeivos adultos: 6-111-40 
Nº de adultos: 14 (5 99 € 9 gg) 
Mire 0:00 
Temperatura durante a pan ai 
dios BAG 


RESUMO: 


Periodo larval minimo: 19 dias , 


Periodo pupal mínimo 


N.º da fémeu: 265. 1 


Espécie: Phlebotomus whilmani. 

Data da captura: 27-1-40. 

Local da captura: Alfredo de Castilho. 

Isea: cão. 

Aimentação em cão em 27-1-40. 

Oviposicio: 31-1-40. 

Nº de ovos: 29, 

Meio de cultura: limo e terra 

Eclosão: 11-11-40. 

LA muda (2.º estádio): 18- 11-40 a 20- 11-40. 

2a » (go »  ): 22- 11-40 a 27- 11-40. 

ER + RU ): 27- 11-40 a 3-HI-40 (16 larvas) 
4% » ( ninfose ): 7-III-40 a 15-I11-40 ( 9 pupas) 
Emergència dos primeiros adultos: 15-III-40. 

N.º de adultos: 9 (a vo @© à 66) 


| Mn.: 21,0 — 22,500 


Te . 
Uperatura durante a experiencia = 
; LT en ee 


9i 
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RESUMO: 


Periodo minimo de incubação dos ovos 


1.º estádio 


90 ” 


25 dias ! o 
3 


Periodo larval minimo: 


ye 


Periodo pupal minimo 


N.º da fêmea: 265. 4 


P. whitmani 
27-1-40. 
Alfredo de Castilho. 


Espécie: 
Data da captura: 
Local da captura: 
Isca: cão. 
Alimentação em cão em 27-I-40. 
Oviposição: 1-II-40. 

N.º de ovos: 42. 

Meio de cultura: lino e terra, 
liclosão: 14-11-40, 

1.4 muda (2.º estádio): 
OES Ee (32 ye 
(4.9 dE 
( ninfose ): 
15 « 


2-11-40 a 
13-111-40 
2232-11-40 
3-1V-40 

? 19) 


7-11-40, 
a 24-111-40, 


LE) 


De © a 


4.2 


a 
» 
es 
Oo oO 


Mn.: 
Mx.: 


N.º de adultos: 9 c 6 


Temperatura durante a experiência 


RESUMO: 


Periodo minimo de incubação dos ovos 


| 1.9 estádio 


20 


pes 
po 
| 4. 


Periodo Jarval minimo: 40 dias 


Período pupal minimo 


SCTELO 


4 5 


17, 
19, 


Res 11 dias 


eee ewer sue 


eee tee setae 


5-IV-40 (21 larvas) 
a 17-IV-40 (18 pupas) 


| — 1§,2°C 


8 — 20,296 


oo sas oa a. 0. 


Censo sra avos 


ss 
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Astenobiose 


WIHTTINGHAN e KOOR (1923), estudando a biologi: do Piue- 
botomns papputasti, verificaram que o ciclo evolutivo déste flebo- 
tomo, do momento da postura uo da eclosão do adulto, pode variar 
de 2t a 202 dias. A parada du evolução ou a hibernação, segundo 
aqueles autores, se dá no 4.º estádio e seria devida ao abnixiunento 
da temperatura c ao aumento do teor de humidade do meio, lim 
temperaturas inferiores a 18,3°C (65° F) e ein meios execessivainente 
húmidos puderam unter larvas em 4.º estádio durante 6 meses 
estus luvas completavam rapidamente a sua evolução quando colo- 
cadas à temperatura de 31,10€ (80º F) e em meros menos húmidos. 

ROUBAUD e COLAS-BELCOUR (1927) verificaram que u pa- 
rada da evolução do Pllebotomus pappatasti em 4. estádio pode 
ser independente das condições exteriores de temperatura € huu- 
dade do meio. 

Posteriormente, HOUBAUD (1927 a) mostrou que éste fenôme- 
no de heterodinamia (aparição de gerações de atividade biológica 
diversa) no Phlebotomus pappalasit se apresenta com caracteres 
bem diferentes do que se observa habitualmente em outros insetos, 
em particular nos muscidios € nos mosquitos. De fato, nestes a hete- 
rodinamia está subordinada a influência das condições mesológicas, 

“es amanifestalions d'asthenohiose (parada da atividade 
biológica normal) sont le plus souvent cycliques et surviennent 
Comine l'apanage régulier de certaines générations du eyele annuel 
de l'espèce...” 

No Phlebotomus pappatasii, pelo contrário, a asteuobiose ou 
lorpor espontänco independente dos #baixamentos de temperatura 
é irregular na sui apariçio: em uma dada postura, alguns ovos (às 
Vezes a maioria deles) dão origem a larvas ativas que evoluem ale 
fase do imago em menos de um més, ao passo que outros ovos, 
em idênticas condições experimentais, dão origem a larvas que, 
chegadas no 4.º estádio, atingem o crescimento maximo € lêm a sui 
evolução subitamente interrompida, ao envés de pupar, ficando enr 
estado de torpor durante meses. Trata-se, pois, não de uma hiber- 

fio. 


a 


Mação verdadeira, mas de uma pseudo-hibernaç 
Estudando o ciclo evolutivo do Phlebolomus whilnani em con- 


dições experimentais tivemos a oportunidade de observar, alem do 
Fetardamento da evolução condicionado pelo abaixamento de tern- 


Peratura, como atrás assinalâmos, o fenômeno da astenobiose em 
lary; ane 
arvas no 4.º estúdio. 

Segundo pudemos deduzir das nossas investigações, a 


às pou- 
to numerosas, o Phlebotomus whilmani pertence do tipo fisi 


i 
siológico 


| 
i 


14 
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dos insetos licterodinamicos: enquanto certos individuos ativos cvo- 
luem regular e rapidamente de ovo a imago outros individuos da 
mesma geração, chegados ao 4.º estádio larval, têm a sua evolução 
snbifamente interrompida ficando cm estado de torpor durante um 
periodo mais ou menos longo. Esta heterodinamia, como no Phle- 
bolomus pappalasti, è acíclica, isto é, a astenobiose ocorre irregu- 
larmente em alguns indivíduos de uma determinada geração, 

Demais, o fenômeno da astenobiose ou torpor espontânco è re- 
lativamente raro e não deve ser confundido com o fenômeno do 
retardo do desenvolvimento imposto pelos abaixamentos de tempe- 
ralura, que se observa em tódas as fascs do ciclo evolutivo, desde o 
periodo de incubação dos ovos até o periodo pupal. 


No quadro seguinte apresentamos os resultados das nossas obser- 
vações. 
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Astenobiose do P. whilmani 


- — = 
emperutura) Data Duração 


| durante 


‘Ten perature ral PT 


Data da an inthe 


3." 


.° da 
experiéncia 


entraram da da 


muda ann a 


| 
| Dale E diapausa a i 

| (4, estádio) | diapausa I | uupação diapausa 
| 


N.º da larva 


4 


(265-1) a 27-2 21,0-24,5°C. 18,5-25,5°C, |  17-6-40 110 dias 
(265-1) b ~ —" | 20-6-40 Bh © 
(265-1) c | | 26-6-40 119 =” 
(265-1) d | não So = 
(265-1)e | 121 dias 
(265-1) f 152 ” 
(265-1) g 162 ” 


(265-3) b a coe 


(265-3) a Mile | 25-27°C 25-27°C = 107 dias 
| 


Bily (sce 5°C. 


ay 


não pupou 
30-6-40 


25-27°C 25-270C 


5» + 5» » 


25- 27°C “ 2 
(265-10) a 2 40 eee 21 É aa a 


(265-10) b o 


E não pupou | == 
| 13-9-40 203 dias 


(265- 
Ds 18,1- 20,2°C. | não pupou 
SR 2-8-40 


(265-10) g 
(265-10) h : oad 
(265-10) 1 É E 


—— | ; 
nn | -3-40 22,5-25,5°C. | 19, 0- 25500. 31-7-40 123 dias 
Eres, E a g Š | o 4-8-40 127 ” 
(291-4) c E 5-8-40 128 ” 
(291-4) d D 11-8-40 RE 
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O exame do quadro anterior mostra que a duração da diapausa 
pseudohibernal varia de 96 a 203 (3 a 7 meses aproximadamente). 
A entrada em diapansa parece ser independente da temperatura: 
larvas criadas tanto em estufa a 25 — 27º (Experiências II, IV e V) 
como à temperatura do laboratório (Experiências I, II e VI) entra- 
ram espontancamente em estado de torpor pseudo-hibernal. A saida 
da diapansa parece também ser independente da lempertanra: lar- 
zas astenobióticas conservadas, tanto em estufa a 25 — 27º (Expe- 
riências II, IV e V) como à temperatura do laboratório (Experién- 
cias T MI e VN, em dado momento recuperaram a sua alividade 
normal e sofreram a 4.º muda, Não pudemos confirmar as observa- 
ções de ROUBAUD (1927 e 1928) que, de suas experiências com o 
Phlebotomus pappatasit, conclue pela necessidade de nm abaixa- 
mento de temperatura de cérea de 10°C aquém do ótimo (atermo- 
biose) para que a evolução das larvas em diapansa se dê, 

Ainda verificâmos que a astenobiose pareee não estar na de- 
pendência do gran de humidade do meio: em igualdade de condi- 
ções algmmas larvas entraram em diapausa enquanto ontras cyolui- 
"am normalmente. Demais, para a conservação das larvas em aste- 
nobiose não é necessária uma humidificação intensa do meio e a 
essicação (anidrobiosc) não é indispensável para a reativação das 
larvas em diapausa psendo-hibernal. 

Nossas investigações sôbre a astenobiose do Phlebotomus whit- 
maui prosseguem e oportunamente resultados definitivos serão apre- 
sentados. Desde já, porém, podemos afirmar que a aparição déste 
eurioso fenômeno, como já assinalira ROUBAUD (1927 a) torna 
muito irregular a marcha das culturas dos flebótomos cm condições 
experimentais. 


Morfologia dos ovos, larvas e pupas, 


Morfologieamente os ovos, as larvas e as pupas do Phlebotomus 
whitmani não «diferem dos estádios evolutivos correspondentes do 
Phlebotomus intermedius por nos estududos em trabalho anterior 
(BARRETTO, 1940). Por esta razão, nos dispensamos de apresentar 
microfolografias e desenhos. 


RESUMO 


Relata o A. os resultados de investigações sôbre a biologia do 
Phlebotomus whitmani Antunes ¢ Continho, 1939 em laboratório 


cm 1 2 5 4 5 AC ORLO TO S: TA eS 


cm 
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Operando em condições diversas de temperatura e humidade 
obteve para: 
Periodos minimos de incubação dos ovos......... 12 dise 


NS MATRA Sie] 0 e os 
Poriodos pupãis minimos E T a g 


git) A T eee rite re ae ye rn 


Estuda a influéncia da temperatura e da humidade sôbre as di- 
ferentes fases do ciclo evolutivo e chega à conclusão de que as con- 
dições mais favoráveis são: temperatura de 25 — 270C e humidade 
do meio visinha do ponto de saturação. Nestas condições verifica 


para: 
Periodo minimo de incubação dos ovos ........... ; dias 
1.° estádio 
20 


Periodo larval minimo: 19 dias 3.0 


4,0 


Periodo pupal minimo . .. Me ARS 


OT ALERT noce 34 dias 


Estuda ainda o fenômeno da astenobiose apresentado pclas lar- 
vas em 4.º estádio concluindo que: 
1) — O Phlebotomus whitmant pertence ao tipo fisiológico dos 


insetos heterodinâmicos. 
2) — A heterodinamia é aciclica. 


3) O fenômeno da astenobiose é pouco frequente, 


+ 

4) A duração da diapausa pseudo-hibernal varia de 96 a 203 
dias, 

5) — O fenômeno da astenobiose ou torpor espontâneo é inde- 
Pendente das condições exteriores de temperatura e humidade, 

6) — A aparição do torpor espontâneo constitue um impecilho 
da marcha regular das culturas do flchôétomo em condições expe- 


rimentais. 
Assinala, enfim, que a morfologia dos ovos, das larvas e das pu- 
Pas do Phlebotomus whitmani é idêntica à dos estádios evolutivos 


correspondentes do Phlebotomus intermedius. 


SCTE LO Paz 


13 


14 
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In this paper, the anthor gives the results of investigations on 
the biology of Phlebotonms whitmant Antunes & Coutinho, 1939 uu- 
der experimental condilions, 

Operating under various temperature aud humidity conditions 
he obtained for: 

Minima incubation periods of eggs — 12 days 

Minima larval periods 

Minima pupal periods 


TOTAL . 34 — 72 days 


He studies the influence of temperature and Inunidity ou the 
different phases of the evolntive cycle, und verifies that the most 
favorable conditions are: temperature — 25-27°C, and Immidity near 
saturation limit. Under these conditions, he oblained for: 


Minimum inenbatiou period of eggs. 


1t. instar 


2il © 
Minimum larval period: 19 days E E 


Minimum pupal period 
TOTAL . St days 


He also studies the phenomenon of asthenobiosis showed by the 
larvae in the 4th instar and concludes that: 


1. — Phlebotomus wihitmant belongs to the physiological type 
of liclerodynanhe insects. 

2. — Heterodynamy is acyclic. 

3. — The phenomenon of asthenobiosis is unfrequent. 

4, — The duration of asthenobiosis varies from 96 to 203 days. 

5. — Asthenobiosis is independent of the external nil OTA 
of temperature and humidity. 

6. — Astlicnobiosis embarrasses the normal evolution of cultu- 
‘res of this Phlebotomus under laboratory conditions. 


Finally, the author shows that eggs, larvae and pupae of Phle- 
bolomus whilmani are morphologically similar to the correspondent 
instars of Phlebotonmns intermedius Lutz & Neiva, 1919 


IENE a A i . 6 
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